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p J; V 12.181/10-kU 
Novo Terapeutisk Laboratorium A/S, Kopenhagen (Danemark) 



Neues Enzympraparat 
und Verfahren zu seiner Herstellung. 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung von 
Enzympraparat en, die feste KUgelchen von im wesentlichen ein- 
heitlicher GroBe enthalten. 

In der vorliegenden Beschreibung und in den Ansprtichen sollen 
unter dem Ausdruck "Pellets" nicht nur normale Pellets verstanden 
werden, sondern auch extrudierte (stranggepreBte), geformte K5r- 
per, die eine ISngliche Struktur, beispielsweise eine spaghetti- 
artige Struktur besitzen. 

Es ist bekannt, ein extrudierte s Material dadurch in feste KUgel- 
chen von einheitlicher GroBe zu UberfUhren, da0 die extrudierten 
Pellets in einen Behalter mit stationaren festen Seitenwanden 
. und einer*drehbar gelagerten Reibplatte gebracht werden, die mit 
einer Geschwindigkeit bis zu 1.800 u/min rotiert. Die Spheroni- 
sierung wird durch die Zentrifugalkraft und die Reibung bewirkt 
und kann in Maschinen durchgeftihrt werden, die unter dem Marken- 
namen MARUMERIZER ® auf dem Markt sind. 

Es wurde nun gefunden, dafl die Spheronisierung im Zusammenhang 
mit EnzymprSparaten von Nutzen ist, insbesondere solchen, die in 
der sich mit der Herstellung von Detergenzien befassenden Indu- 
strie verwendet werden, beispielsweise bei Praparaten, welche 
Enzyme und Additive enthalten, die im allgemeinen in Waschmittel- 
und Reinigungsmittelzusammensetzungen eingesetzt werden, wobei 
dann das Verfahren mit gewissen extrudierten enzymhaltigen Pellets 
durchgefuhrt wird. Die se Pellets werden in an sich bekannter Weise 
aus einer Mischung eines ein Enzym enthaltenden Pulvers .mit einer 
Oder mehreren Substanzen erhalten, welche die folgenden spezifi- 
schon Eigenschaften besitzen: 
*bodenseitig 
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1) Der Schmelzpunkt soil zwischen 30° und 100°C, 
vorzugsweise zwischen 40° und. 60°C liegen 

2) Die Substanz soli zah und nicht sprode sein, und 

3) Die Substanz soil bei Raum(umgebungs)temperaturen 
eine gewisse Plastizitat besitzen. 

Zu den Substanzen, welche dlese Eigenschaften besitzen, gehoren 
beispielsweise : Wachse bzw. wachsartige Substanzen, Polyglykole, 
Fettalkohole, athoxylierte Fettalkohole f hohere Fettsauren, 
Mono-, Di- und Triglycerolester der hoheren Fettsauren, Kohlen- 
wasserstoffe und Alkylaryiathoxylate . 

Bei dem erf indungsgemafien Verf ahren wird demzuf olge so vorge- 
gangen, dafl enzymhaltige Pellets, die durch Extrudieren einer 
Mischung aus 3 bis 95 % eines festen enzymhaltigen Pulvers, das 
gegebenenfalls einen Enzymstabilisator enthalt, und 97 bis 5 % 
von einer Oder mehreren Substanzen mit den oben unter 1) bis 3) 
angegebenen Eigenschaften erhalten werden, einer Spheronisierung 
unterworfen werden, wobei eine Rotationsgeschwindigkeit bis zu 
2.000 u/min in einer Apparatur Anwendung findet,in der Zentrifugal 
und Reibungskrafte auf die Pellets zur Einwirkung gebracht werden. 

Die nach dem erfindungsgemaflen Verfahren erhaltlichen Enzympra- 
parate bestehen aus Partikel von praktisch einheitlicher Gr6I3e, 
die fiir eine industrielle Verwendung geeignet sind. Die Partikel 
sind im wesentlichen staubfrei und besitzen eine ausreichende 
mechanische Festigkeit, urn ohne Bildung von Staub(abrieb) ge- 
handhabt werden zu konnen. Die Partikel besitzen weiterhin zu- 
friedenstellende FlieBeigenschaften flir den Transport in Fabriken. 

In den nachfolgenden Beispielen werden Rotationsgeschwindigkeiten 
von bis zu 800 bis 900 u/min wahrend der Spheronisierung ange- 
wendet; Jedoch konnen auch Gesohwindlgkeiten bis etwa 2.000 u/min 
Anwendung finden. 
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Bei einer vorzugsweisen Ausfiihrungsform der Erfindung wird die 
Spheronisierung in einer Maschine des^enigen Typs durchgefuhrt, 
der unter der Warenbezeichnung MARUMERIZER™ auf dem Markt ist. 

Das Enzympulver enthalt neben dem eigentlichen Enzym vorzugswei- 
se geeignete Additive, wie beispielsweise Enzymstabilisatoren, 
Fiillstoffe, usw. .Gelatine, Kasein und andere Substanzen, die 
als Substrate fur die Enzyme wirken, seien als Enzymstabilisa- 
toren genannt. Beispiele fur Fiillstoffe sind anorganische Salze, 
wie Natriumchlorid, Natriumtripolyphosphat, Tetrakaliumpyrophos- 
phat, sowie Natriumsulfat, Cellulosepulver, Starkepulver, Cellu- 
losederivate, Starkederivate Oder Abbauprodukte der Starke und 
wasserlosliche Silikate. 

Die Extrusion wird vorzugsweise bei Temperaturen in der NShe des 
Erweichungspunktes der dem Enzympulver zugesetzten V e rbindungen 
durchgefuhrt. Falls der Schmelzpunkt dieser Verbindungen zwischen 
30° und 40°C liegt, hat das extrudierte Produkt im allgemeinen 
die Neigung, etwas klebrig zu werden. Schmelzpunkte oberhalb 
60°C erfordern eine Vorwarmung der zu extrudierenden Mischung. 

Das Verhaltnis zwischen dem Enzympulver und den zugesetzten Kom- 
ponenten hSngt von der Enzymaktivitat des Enzympulver s und der 
gewUnschten enzymatischen Aktivitat in dem spheronisierten End- 
produkt ab. 

Urn zu vermeiden, daB die spheronisierten Partikel zusammenhangen, 
kann eine Pulverisierung mit beispielsweise anorganischen Salzen 
oder Oxiden, wie Titandioxid, Anwendung finden. Mit deh nachfol- 
genden Beispielen soil das erfindungsgemaBe Verfahren verdeut- 
lieht werden. In die sen Beispielen wird ein Enzymkonzentrat ver- 
wendet, das unter dem Markennamen ALCALASE ^ auf dem Markt ist 
und ein proteolytisches Enzym zusammen mit einigen inaktiven 
organischen Substanzen und anorganischen Salzen, hauptsSchlich 
Natriumsulfat, enthalt. Bei einem Beispiel wird eine fungale 
oc-Amylase eingesetzt. 
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Bei dem vorliegenden Verfahren kBnnen aber auch andere Enzyme 
eingesetzt werden, beispielsweise proteolytische Enzyme, die 
auf dem in der Deutschen Patentanmeldung P 1800508.8-41 be- 
schrJebenen Weg durch aerobe Kultlvierung von proteasebildenden 
Arten der Gattung Bazillus auf einem Nahrmedium mit einem pH im 
Bereich von 9 bis 11 und unter Aufrechterhaltung eines pH in 
diesem Medium wahrend der Hauptzeit der . Kultivierung zwischen 
7,5 und 10,5 erzeugt werden, wobei diese proteolytischen Enzyme ' 
eine proteolytische Aktivitat von 80 bis 100 % der maximalen 
Aktivitat bei Bestimmungtei einem pH 12 nach der Anson Hamoglo- 
binmethode in Gegenwart von Harnstoff zeigen. 

Beispiele fur solche Enzyme., die mit Erfolg bei dem erfindungsge- 
maGen Verfahren eingesetzt werden ktJnnen, sind die vorerwahnten 
Proteinasen und Amylasen und ebenfalls die Lipasen, die milch- 
koagulierenden Enzyme, die Cellulasen undHemicellulasen, die 
Glucoseisomerasen, Amyloglucosidasen und Pectinasen. 

Die vorerwahnte Spheronisierung kann unter Verwendung eines Mate- 
rials durchgefuhrt werden, das in einem axial- oder in einem peri« 
pherischarbeitenden Extruder hergestellt wurde. In Fallen, in 
denen das Endprodukt ein niedriges SchUttgewicht hat, wird je- 
doch ein peripherischarbeitender Extruder bevorzugt, in welohem 
die extrudierte Masse einem verhfiltnismafiig niedrigen Extrusions- 
druck ausgesetzt und demnach auch verhaltnismaflig wenig kom- 
primiert wird. 

Insbesondere fUr Detergenzien besteht die MOglichkeit ein sprtih- 
gekiihltes Oder pelletiertes Produkt dadurch zu erhaiten, dafl 
eine Schmelze von PolySthylenglycol oder nicht-ionischen ober- 
flachenaktiven Substanz mit einem suspendierten Enzym in einem 
Turm versprUht wird, durch den ein kalter Luftstrom gefUhrt wird, 
wodurch die versprUhte Schmelze bei der Verfestigung in kleine 
Ktlgelchen oder dergleichen gebraoht wM. Es ist ein Nachteil 
dieser Arbeitsweise, dafl kostspielige Apparaturen benBtigt und 
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eine verhaltnismaflig grofie Menge an Wachs bzw. wachsartigen 
Substanzen (atwa 50 %) eingesetzt warden. Bei dem Verfahren nach 
der vorliegenden Erfindung ist die Menge an Wachs bzw. wachsarti- 
ger Substanz, die zur Herstellung eines stabilen Granulate erfor- 
derlich ist, wesentlich geringer. Wahrend ein sprUhgektthltes 
Produkt nur im Korn durchgehend eingefarbt werden kann, lafit sich 
das erfindungagemaSe Produkt wahrend Oder naoh der Spheronisierung 
lediglich in der Oberflache einfarben. 

In den Beispielen sind die Prozentsatze in Gewichtsprozent ange- 
geben. 

Beispiel 1 

Es wird eine Anteigung 

12 % 

67$ 
21 % 

- N0NIP0L CS-30 stellt ein Fettalkohol mit 16 bis 18 C-Atomen dar, 
der mit 50 Mol ftthylenoxid athoxyliert ist. 

Die Anteigung wird in an sich bekannter Weise durch ein 0,7 mm 
Sieb extrudiert. Durch die Friktion in der Extrusionsvorrichtung 
wird die Miachung auf eine Temperatur urn kO°C erhitzt, so dafl 
sie plaatisch wird. Nach Austritt aus dem Extruder wird durch das 
extrudierte Produkt sofort kalte Luft geblasen, urn ein Zusammen- 
haften der Pellets zu vermeiden. Hiernach werden diese auf ein 
Vibrationssieb gebracht, um diejenigen Pellets abzutrennen, die 
einen Durchmesser von mehr als 3 mo besitzen. Die restlichen 
Pellets werden dann spheronisiert in einem MAKUMERIZER ^ , zu 
Beginn mit einer Geschwlndigkeit von 400 u/min unter Pulverisie- 
• rung mit Titandioxid und anschlieOend mit einer Geschwlndigkeit 
von 600 u/min. Irgendwelche Spuren von Staub kBnnen von der pul- 
verisierten Substanz duroh Absieben abgeaondert werden. 



folgender Zuaammensetzung herge stellt j 

ALCALASE 
Natriumchlorid 
NONIPOL CS-50 
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Das Endprodukt bat folgende Eigenschaften: 

Proteolytische Aktivitat 0,48 Anson Einheiten/g 
PartikelgroBe 0,7 mm 

Schuttgewicht etwa 1,0 g/cm^ 

Das Produkt 1st staubfrei und in wasserigen Medlen loslich. Die 
Anson Methode zur Messung der protaolytisoben Aktivitat ist in 
J. Gen. Physiol., 22, 79-89 (1938) bescbrieben. 

Beispiel 2 



Es wird eine Anteigung folgender Zusammensetzung hergestellt: 

30 % ALCALASE® 

10 % Polyathylenglycol 6000 (Schmelzpunkt 63°C) 
60 % Natriiamtripolyphosphate (Marcon TypeD) 

Die Mischung wurde wie in Beispiel 1 extrudiert mit der Maflgabe, 
dafl sie mit 2 % Wasser angefeuchtet wurde, urn die Extrusion zu er- 
moglichen. Das extrudierte Produkt wurde dann, wie in Beispiel 1 
bescbrieben, spberonisiert. 

Das Endprodukt besafl folgende Eigenschaften; 

Proteolytische Aktivitat 1,3 Anson Einheiten/g 
Partikelgrflfle o,7 mm 

Schtittgewicht etwa 1,0 g/cm^ 

Das Produkt ist in wasserigen Medien loslich. 
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Bei spiel 3 



Es wurde eine Anteigung folgender Zusammensetzung hergestellt: 

80 % Fungaie oC-Amylase 

20 % Polyathylenglycol 2000 

Die Misohung wurde mit 13 % Polyathylenglycol 600 als Schmier- 
mittel versetzt. 

» 

Die geschmierte Misohung wurde durch ein 0,9 nun Sieb extrudiert 
und bei einer Geschwindigkeit von 900 u/min spheronisiert. 

3 % wasserfreies Natriumsulfat warden wahrend der Spheronisierung 
zugesetzt, urn ein Verklumpen im MARUMERIZER^ zu vermeiden. 

Um das Endprodukt nicht-klsbrig zu haTten, wurden 0,25 % 
AER0SIL® zugemischt. Bei AEROSIL® handelt es sioh um hoch- 
disperses Siliziumdioxid mit einer Partik©lgr5Be von ca. 10 m/t. 

Eigenschaften des Produktess 

Enzymatische Aktivitat 2000 FAU/g 

PartikelgrSBe 0,8 - 0,9 mm 

SchUttgewicht 0,9 g/cm 3 

DiecC-Amylase Aktivitat (FAU/g) wird nach Cereal Chem. , 16, 
712 (1939) gemessen, wobei allerdings die Method® so modifiziert 
1st, dafl die folgende Gleichung fUr die Berechnung verwendet 
werden kaans 

1000SKB Einheiten (pH 4,7) = 37 FAU 
£Ur fungale ot- Amylase 
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Beispiel 4 



Eine ftisch-ung folgender Zusammensetzung: 



10.0 % ALCALASE® 

17.0 % Polyathylenglycol 2000 

3.5 % Polyathylenglycol 600 

69.5 % Natriumchlorid 



wurde mit 1 % Wasser angefeuchtet, durch ein 0,8 nan Sieb ex- 
trudiert und vie in Beispiel 1 spheronisiert. 

Das Endprodukt besafl folgende Eigenschaften: 

Proteolytische Aktivitat o,5 AU/g 

PartikelgrBBe etwa o,8 mm 

Schiittgewicht etwa 1,o g/cnr 5 

Beispiel 5 

Eine Anteigung folgender Zusammensetzung: 

ALCALASE® 58 # 

Polyathylenglycol 2000 17 % 

Polyathylenglycol 600 3 % 

Natriumchlorid 22 % 

wurde wie in Beispiel 1 extrudiert mit der Ausnahme, dafi die 
Befeuchtung mit 2 % Wasser vorgenommen wurde, um die Extrusion 
zu ermSglichen. Das Extrudat wurde spheronisiert bei 900 u/min. 

Das Endprodukt besafl folgende Eigensohaften: 

Proteolytische Aktivitat 6,0 AU/g 

PartikelgrSBe 0,7 mm 

SchUttgewicht etwa 1,0 g/cm 3 
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1 • Yerf ahren zur Herstellung von Enzympraparaten aus 
fasten Ktigelchen, die eine im wesentliohen einheit- 
liohe Grosse besitzen, daduroh gekennzeiohnet f class 
enzymhaltige Pellets , die duroh Extrusion einer Mi- 
schung aus 3 bis 95^ festem enzymhaltigem Pulver, 
das gegebenenfalls einen Enzymstabilisator enthalt, 
und 97 bis 5# von einer oder mehreren Verbindungen, 
die einen Sohmelzpunkt zwisohen 30° und 100°C f vor- 
zugsweise zwisohen 40° und 60°C aufweisen, zSh und 
nicht sprode sind und bei Raumtemp'eraturen plastisoh 
sind, hergestellt wurden, einer Spheronisierung bei 
Anwendung von Rotationsgesohwindigkeiten bis zu 
2000, u/min in einer Apparatur unterworfen werden, 
urn die Pellets der Einwirkung von Zentrifugal- und 
Reibungskraften auszusetzen* 

2. Yerfahren naoh AnBpruoh 1, daduroh gekennzeiohnet, 
dass die Spheronisierung unter Verwendung eines die 
Pulverbildung fbrdernden Mittels durohgeftthrt wird f 
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um eine Adhasion zwisohen deu spheronisierten Par- 
tikeln zu vermeiden. 

Verfahren nach Anspruch 2, daduroh gekennzeichnet, 
. dass als die Pulverbildung fcirderndes Mittel ein 
anorganisahes Salz verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruoh 2, daduroh gekennzeiohnet f 
dass als die Pulverbildung fcirderndes Mittel ein 
anorganisohes Oxid verwendet wird. 

Verfahren naoh einem oder beiden der vorhergehen- 
den Anspriiohe, daduroh gekennzeiohnet, dass die 
Spheronisierung in einer Zentrifuge mit stationSren 
Seitenwanden und einer als Boden dienenden Friktions- 
platte durchgefiihrt wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Ansprtiohe, daduroh gekennzeiohnet, dass dem fe- 
sten Enzympulver als Stabilisator Gelatine oder Ka- 
sein oder eine andere als Enzymsubstrat wirkende Sub- 
stanz beigegeben wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Ansprtiohe, daduroh gekennzeiohnet, dass als Sub- 
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stanzen, welche die in Anspruch 1 bezeichneten Ei- 
genschaften aufweisen, Wachse bzw. waohsartige Sub- 
stanzen und/oder Polyglyoole und/oder Pettalkohole 
und/oder athbxylierte Pettalkohole und/oder hBhere 
Fettsauren und/oder Mono-, und/oder Di- und/oder Tri- 
glycerolester von hbheren Pettsauren und/oder Kohlen- 
wasserstoffe und/oder Alkylarylathoxylate verwendet 
werden. 

Verfahren naoh einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Ansprtiche, daduroh gekennzeichnet , dass ein En- 
zympulver mit Protease und/oder Amylase und/oder 
Amylogluoosidase und/oder Isomerase verwendet wird. 

'Verfahren naoh einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche 1-8, daduroh gekennzeiohnet , dass 
ein Enzympulver mit Bakterienproteinase, fungaler 
OC -Amylase und/oder proteolytischen Enzymen verwen- 
det wird, die duroh aerobe Kultivierung von protease- 
bildenden Arten der Gsttung Bazillus auf einem Hahrme- 
dium mit einem pH zwisohen 9 und 11 und Aufrechterhaltung 
eines pH in diesem Medium zwisohen 7,5 und 10,5 wahrend 
der Haupt.periode der Kultivierung erzeugt wurden, 
wobei die proteolytischen Enzyme eine proteolytic 
sche Aktivit&t zwisohen 80 und 100 der maxima len 

9 
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Aktivitat bei Bss-fcimmung bei einem pH Von 12 duroh 
did Anson Hamoglobin-Methoda in Gegenwart' von Ham- 
stoff besitzen. 
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